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摘  要 
I 
摘  要 
TAK1 是 NF-κB 信号通路中的核心激酶蛋白。它参与先天性免疫、炎症反应、
肿瘤形成等众多信号通路，其中在炎症反应和天然免疫通路中被深入研究。在
TAK1 激酶被激活后，它将磷酸化 IKK 和 MAP2K 等激酶，进而活化 NF-κB 和
MAPK，从而使细胞的炎症因子表达来产生炎症反应。通过敲除小鼠的 TAK1 发
现，小鼠细胞中与炎症和先天性免疫相关的效应因子如 NF-κB、JNK 和 P38 的






同时，有研究表明，TAK1 具有抑制 Caspase 家族活性的功能。因此，在细胞凋
亡情况下，我们对炎症反应中的核心蛋白分子 TAK1 是否受到 Caspase 家族的调
节进行了研究。 
为了验证猜想，首先我们用 TNFα 和 CHX 共同作用来诱导 Hela 细胞凋亡，
实验结果表明 TAK1 在细胞凋亡过程中有被切割现象。而且，这种切割是时间和
剂量依赖性的。然后，我们用 caspase 广谱抑制剂 Z-VAD 和蛋白酶体抑制剂
MG132 作用于用 TNFα 和 CHX 处理的 HeLa 细胞，发现用 Z-VAD 处理的实验组
其内源性 TAK1 的切割被明显抑制，而 MG132 处理的实验组无此效果。因此，
可以判断 TAK1 的切割是 caspase 依赖性的。下一步，我们鉴定 TAK1 被 caspase3
切割的位点，为此，我们采取纯体外切割的方法进行鉴定。实验结果表明 TAK1
在 321 位点和 461 位点处的天冬氨酸被切割。在鉴定出位点之后，为了研究切割
后的片段的功能，我们对 TAK1 蛋白进行了分段。将 TAK1 的片段 462-579 过表
达于 293T 和 Hela 细胞中，用 TNFα 处理后，细胞发生凋亡，并利用荧光素酶报
告基因实验检测 NF-κB 的转录活性，结果表明 TAK1 的片段 462-579 能够抑制













摘  要 
II 
和 Z-VAD 处理细胞，细胞发生了不同于细胞凋亡的坏死行为。综上，我们判断
































TAK1 plays an important role in NF-κB signaling pathway, which involves in the 
process of innate immunity, inflammation and tumor formation. How TAK1 
contributes to inflammation and innate immunity has been received depth study 
recently. It has been revealed that activation of TAK1 induces phosphorylation of IKK 
and MAP2K, which consequently stimulates the activation of NF-κB and MAPK and  
then expresses inflammation factors in response to inflammatory. At the same time, in 
the TAK1 deficiency mice, the activation of inflammation and innate immunity 
associated effectors such as NF-κB, JNK and p38 reduce, indicates that TAK1 plays a 
sansignificant role in the related signal pathway.  
Apoptosis is a programmed cell death induced by apoptotic stimuli. Members of 
caspase family can be worked as an intermediate in the process of apoptosis and also 
as part of the final executor during apoptosis. So, the members of caspase family play 
key role in this progress. Besides apoptosis, the members of caspase family are 
associated with the body's own regulating physiological processes including 
autophagy, inflammation and so on. And the core proteins in these processes may be 
cleaved by members of caspase family during apoptosis. Meanwhile, TAK1 was 
reported to inhibit the activity of members of caspase family. Therefore, we further 
investigate whether the members of caspase family regulate TAK1 under the 
condition of the apoptosis. 
In order to figure out the interaction between TAK1 and caspases family, we treated 
Hela with TNFα and CHX. We observed that TAK1 was cleaved during apoptosis in 
time and dose dependent manner. Moreover, the cleavage of TAK1 was significantly 
suppressed in the presence of Z-VAD, while it was not inhabited after treating with 
MG132. These data demonstrated that the cleavage of TAK1 was caspase-dependent. 
Next, we further identified the cleavage sites of TAK1 by caspase3 in vitro. The result 















fragments of TAK1 were produced according the sites and used to study the function 
of cleaved fragments. Overexpression of the fragment 462aa-579aa of TAK1 in 293T 
and Hela treated with TNFα and luciferase assay was preformed to examine the 
transcriptional activity of NF-κB. These data indicated that the fragment 462aa-579aa 
of TAK1 could induce apoptosis and down regulate the transcription of NF-κB. 
However, the fragment 462aa-579aa of TAK1 could induce other form of cell death 
but not apoptosis in HT29 when treated with both TNFα and Z-VAD. Above all, we 
confirmed that TAK1 was regulated by caspase3 in the condition of apoptosis. We 
also identified that fragment 462aa-579aa of TAK1 after cleaving by caspase3 played 
a vital role in inducing cell death, which can be used as the potential target of cancer 
therapy.  
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同时认为细胞坏死是不受细胞内信号分子调控。直到 2005 年 Degterev 等提出程
序性细胞坏死概念，这才打破以往细胞坏死是不受细胞内信号分子调控这一传统



































体分子如 Fas 与细胞内的 FasR 受体分子结合时，FasR 中所含有死亡结构域部分
会去招募凋亡信号通路中其他信号分子 FADD，然后 FADD和 caspase8形成DISC 
即死亡诱导信号复合物[15, 16]。为了扩大凋亡信号，细胞内的 caspase8 前体会通
过自身切割方式而变成活化形式，去切割 caspase3 酶原，使 caspase3 活化。活化
后的 caspase3 将切割下游底物并进一步活化其它 caspases，从而启动整个细胞凋
亡信号。二是细胞内源途径，此通路中所接受的细胞凋亡刺激为非死亡受体的配
体分子。当这些刺激作用细胞时，所产生的细胞信号将改变线粒体膜通透性使得
线粒体中的细胞色素 c 释放到细胞质中。释放后的细胞色素 c 与 Apaf-1 结合，
通过招募 caspase9 形成凋亡复合体。同样为了扩大凋亡信号，caspase9 前体通过






从而诱导细胞坏死。DISC 中包含 caspase8，TRADD，FADD 以及去泛素化的
RIP1，其中 RIP1 的招募对细胞坏死是至关重要的[21]。另一受体是病原模式识别
受体，此类受体分子的特点是均含有 RHIM 结构域包括有 TRIF、DAI 等。以 DAI
为例，当鼠巨细胞病毒感染时，通过 DAI 与 RIP3 相互作用同时需要 MLKL 的










































关的疾病也有很多如肿瘤、风湿性关节炎等。在 caspase 研究中，Caspase 家族在
生物学过程中所涉及的底物的研究是最重要的。 
1.2.1 Caspase 家族的结构与分类 
Caspase 家族在生物学功能上具有相似性，而这种功能相似性由蛋白酶的结
构所决定。从目前的研究来看，Caspase 家族成员一般包含 N 端的结构域、大亚





















图 1.1 Caspase 家族的结构 
Fig.1.1 Structure of mammalian Caspases 
从图 1.1 可以看出各类 caspase 最大的区别在于 N 端的结构域，同时，N 端
的结构域也决定着各类 caspase 的生物学功能，也是我们分类的依据。因此根据
N 端的结构域我们将 Caspase 家族分类如下：1.凋亡启动 caspase，其 N 端的结
构域中一般包含 DED（Death effector domain）结构域（如 caspase-8/-10）或者 N
端的结构域中包含 CARD（Caspase recruitment domain）结构域（如 caspase-2/-9），
一般在细胞凋亡过程中起启动作用而得名。2.炎症 caspase[30]，其 N 端的结构域
中包含 CARD 结构域，主要在炎症反应过程发挥作用（如 caspase-1/-4/-5/-13）。
3.执行 caspase，其 N 端的结构域一般很短，一般位于细胞凋亡信号通路的下游
来完成对某些底物的切割（如 caspase-3/-6/-7），最终导致细胞凋亡来发挥作用。
然而，对于 caspase 的划分并不是一成不变的，例如 caspase-8 既可以作为凋亡启
动 caspase 启动细胞凋亡，也可以作为执行 caspase 去切割特异性底物 Bid，同样
caspase-3 既可以作为执行 caspase 去切割特异性底物也可以激活其他 caspase 蛋
白酶体（如 caspase-6）。所以，可以看出 caspase 的功能是十分复杂的。 






















过自身活化的 caspase8 会去切割其下游的 caspase3，从而激活 caspase3。3. 其它
活化形式，是指在其它非凋亡蛋白酶的作用下所进行的活化形式。举例来说，颗









Bcl-2 家族的同源蛋白中的 Bax[33]蛋白可与 caspase 相互作用而裂解，裂解后的产
物可以激活下游的 caspase，导致凋亡信号的级联放大。同样，Bcl-2 家族的同源
蛋白中的 Bid[34, 35]蛋白在胞浆中以无活性的形式存在。当细胞受到凋亡信号刺激
时，激活的 caspase8 会切割 Bid，从而释放细胞色素 c 来放大细胞凋亡信号。除
了 Bcl-2 家族的同源蛋白外， p53、c-myc 等也参与细胞凋亡的调控。例如，当
细胞受到辐射损伤时，可诱导 p53 的表达来修复 DNA 或者诱导细胞凋亡。有研
究表明，caspase 参与 p53 所诱导的细胞凋亡[36]。 






与细胞增殖调控相关调节蛋白，例如凋亡过程中，caspase-3 切割 cyclin E[37]，从
而导致细胞周期的停滞，细胞走向凋亡；3. DNA 损伤修复相关蛋白，例如 DNA
















酶类，caspase 通过对一些蛋白激酶如 AKT 的切割，使 AKT 失去激酶活性，从
而失去对细胞凋亡的应答[39]。5.细胞粘附与细胞骨架相关蛋白，例如对 FAK 切
割，使细胞骨架解体[40]等等。 
1.2.5 Caspase 家族的非凋亡功能 
除了在细胞凋亡中 Caspase 家族发挥着重要作用，Caspase 家族在机体免疫、
细胞增殖与分化等一些非凋亡领域也起着重要作用[31, 41]。例如在机体免疫方面，
当机体受到细菌或病毒感染时，caspase1 被炎症小体激活，激活后 caspase1 将促
进 IL-1β 的成熟。以对外来物做出应答[31, 42]。在细胞增殖方面，有研究表明
caspases8 对于 T 细胞的增殖是必须的[43]。 




1.3 TAK1 蛋白概述 
1.3.1 TAK1 蛋白简介 
   TAK1 又被称为 MAP3K7 即 MAPKKKs 家族成员之一，由于受 TGF-β 转录调
控而得名为转化生长因子 β 激活激酶 1。所以，TAK1 也是一个丝氨酸苏氨酸激
酶[44]。TAK1 主要参与的信号通路主要包括炎症信号通路和先天性免疫信号通
路。在炎症信号通路中 TAK1 可以被一系列的炎症细胞因子所激活，如肿瘤坏死
因子 TNFα、白细胞介素 1 等；在先天性免疫信号通路中 TAK1 可以被 CD40、




1.3.2 TAK1 蛋白的结构 
人的 TAK1 基因有 4 种亚型，其 N 端的氨基酸序列具有高度的保守性，亚
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